Avaliação da neurotoxicidade do manganês em modelos in vitro de fatias estriatais e hipocampais de ratos e células de neuroblastoma humano SH-SY5Y by Peres, Tanara Vieira
 TANARA VIEIRA PERES 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
AVALIAÇÃO DA NEUROTOXICIDADE DO MANGANÊS EM 
MODELOS IN VITRO DE FATIAS ESTRIATAIS E 
HIPOCAMPAIS DE RATOS E CÉLULAS DE 
NEUROBLASTOMA HUMANO SH-SY5Y 
 
 
 
 
 
Dissertação submetida ao 
Programa de Pós-Graduação em 
Bioquímica da Universidade 
Federal de Santa Catarina para a 
obtenção do Grau de Mestre em 
Bioquímica 
Orientador: Prof. Dr. Rodrigo 
Bainy Leal 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Florianópolis 
2011 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Catalogação na fonte elaborada pela biblioteca da  
Universidade Federal de Santa Catarina 
 
 
  

   
AGRADECIMENTOS 
 
 
Aos meus pais, pelo incentivo de seguir em frente... 
 
Ao Professor Rodrigo B. Leal, meu orientador, pelos ensinamentos... 
 
Aos companheiros de laboratório Amanda Jacques, Ângela Bernardes, 
Daniela Zótico, Débora Rieger, Fabiano Cordova, Filipe Gonçalves, 
Mariana Maestri, Mark Lopes e Michael Russi pela convivência feliz e 
toda a ajuda que me deram no desenvolvimento deste projeto... 
 
Aos Professores Marcelo Farina e Cláudia Nedel e às suas alunas Paula 
Monteiro, Danúbia Bonfanti e Alessandra Antunes, pela ajuda com a 
cultura de células... 
 
A todos os professores e alunos da PPG-BQA que, de alguma forma, 
contribuíram para a realização deste trabalho... 
 
Aos professores Nelson Gabilan, Cláudia Nedel e Alcir Dafré por 
participarem da banca examinadora desta dissertação e pela valiosa 
contribuição na sua correção... 
 
Ao CNPq, CAPES, FAPESC e FINEP, pelo apoio financeiro... 
 
Aos meus amigos e familiares que acreditaram em mim e que 
contribuíram para o encerramento de mais esta etapa em minha vida... 
 
 
...Muito Obrigada 
 
 
 
 
 RESUMO 
 
A contaminação ambiental por metais é um fator de risco para a saúde 
pública, sendo o sistema nervoso central (SNC) um importante alvo 
desses compostos. Exposição excessiva ao manganês (Mn2+) pode 
causar uma síndrome semelhante ao Parkinson, com perda de neurônios 
dopaminérgicos, chamada manganismo. Estresse oxidativo e alteração 
de vias de sinalização intracelular em resposta ao Mn2+ têm sido 
demonstrados em vários modelos de culturas celulares. O objetivo deste 
estudo foi avaliar a capacidade do Mn2+ (1-1000 µM) de gerar morte 
celular e alterar a atividade de proteínas cinases ativadas por mitógenos 
(MAPKs) após incubações in vitro de fatias hipocampais e estriatais 
obtidas de ratos imaturos e ratos adultos. Avaliamos também a 
viabilidade celular pelo teste do MTT em células de neuroblastoma 
humano SH-SY5Y indiferenciadas expostas ao metal. Os resultados 
mostraram que o Mn2+ (1-1000 µM) não causou alteração na viabilidade 
das células SH-SY5Y avaliada em 12 e 24h. Os testes de liberação da 
lactato desidrogenase (LDH) e endocitose do corante vermelho neutro 
realizados após 3 horas de incubação com Mn2+ não demonstraram 
alteração da viabilidade celular das fatias estriatais de ratos imaturos. Os 
resultados do teste do MTT demonstraram uma queda de 19% da 
viabilidade em fatias estriatais obtidas de ratos adultos e após 6 horas de 
exposição ao metal. Esse efeito foi acompanhado por um aumento na 
fosforilação de p38MAPK, avaliada por western blotting. Nas fatias 
estriatais obtidas de ratos imaturos não houve alteração da viabilidade, 
entretanto, ocorreu aumento na fosforilação de ERK2 e JNK1/2 após 6 
horas de incubação com o Mn2+. Estes dados reforçam a idéia do 
estriado como região vulnerável à neurotoxicidade do Mn2+. Além disso, 
mostram que o Mn2+ pode alterar a atividade de vias de sinalização 
intracelular dependentes de MAPKs em fase crítica do desenvolvimento 
neural. Os resultados obtidos com o modelo de cultura celular não estão 
de acordo com a literatura, porém é preciso confirmar se as células SH-
SY5Y indiferenciadas são ideais como modelo de neurônios 
dopaminérgicos. 
 
Palavras chave: Manganês; neurotoxicidade; MAPKs; hipocampo; 
estriado. 

 ABSTRACT 
 
Environmental contamination by metals is a risk factor for public health, 
and the central nervous system (CNS) is an important target. Excessive 
exposure to manganese (Mn2+) can cause a syndrome similar to 
Parkinson's disease, with loss of dopaminergic neurons, called 
manganism. Oxidative stress and alteration of intracellular signaling 
pathways in response to Mn2+ have been demonstrated in various models 
of cell cultures. The aim of this study was to evaluate the ability of Mn2+ 
(1-1000 µM) to generate cell death and alter the activity of mitogen-
activated protein kinases (MAPKs) after in vitro incubations of 
hippocampal and striatal slices obtained from immature rats and adult 
rats. We also evaluated cell viability by the MTT assay in 
undifferentiated human neuroblastoma cells SH-SY5Y exposed to the 
metal. The results showed that Mn2+ (1-1000 µM) did not change the 
SH-SY5Y cells viability after 12 and 24 hours. Tests for release of 
lactate dehydrogenase (LDH) and endocytosis of neutral red dye showed 
no changes in cell viability of the striatal slices from immature rats after 
3h exposure to Mn2+. The results of the MTT assay showed a 19% 
decrease in the cell viability of striatal slices obtained from adult rats 
after 6 hours of exposure to the metal. This effect was accompanied by 
an increase in phosphorylation of p38MAPK, assessed by western blotting. 
In striatal slices obtained from immature rats Mn2+ did not alter the cell 
viability, however, it induced an increase in ERK2 and JNK1/2 
phosphorylation after 6 hours of incubation. These data reinforce the 
striatum as a vulnerable region to Mn2+ neurotoxicity. Moreover, it 
suggests that Mn2+ can alter the activity of cell signaling pathways 
dependent on MAPKs in a critic neurodevelopmental period. The results 
obtained with the cell culture model are not in agreement with the 
literature. However, we must confirm that the undifferentiated SH-
SY5Y cells are a suitable model of dopaminergic neurons. 
 
Keywords: Manganese; neurotoxicity; MAPKs, hippocampus, striatum.  
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1. INTRODUÇÃO 
O cérebro humano adulto, em toda a sua complexidade, é produto 
de instruções genéticas, sinalização célula-célula e, eventualmente, de 
interações com o mundo externo que ocorrem na fase embrionária. 
Esses eventos iniciais incluem o estabelecimento do sistema nervoso 
primordial no embrião, a geração inicial de neurônios a partir de células 
precursoras indiferenciadas, a formação das regiões do cérebro, e a 
migração dos neurônios a partir de seus sítios de geração às suas 
posições finais. A sinalização celular e a regulação da expressão gênica 
durante o início do desenvolvimento neural são especialmente 
vulneráveis aos efeitos de mutações genéticas, e às ações de drogas e 
toxinas que podem comprometer a formação de um sistema nervoso 
normal (PURVES et al., 2004). 
Os tipos celulares que constituem o sistema nervoso central 
(SNC) de vertebrados incluem: células nervosas (neurônios) e células 
gliais (glia) representadas pelos astrócitos e microglia. A função cerebral 
depende da correta comunicação entre todas essas células (KANDEL et 
al., 2003). Neurônios podem ser excitatórios, inibitórios ou 
modulatórios, com relação a seu efeito, e podem ser motores, sensores 
ou secretórios, em termos de função. Essas células podem ser moduladas 
por diversos neurotransmissores e hormônios (SIEGEL et al., 2006). As 
funções da glia incluem sustentação dos neurônios, produção da mielina 
(pelos oligodendrócitos e células de Schwann), captação de 
neurotransmissores liberados na fenda sináptica, formação da barreira 
hematoencefálica, defesa, entre outras (KANDEL et al., 2003). Dentre 
as células gliais os astrócitos se destacam por manter em grande parte a 
homeostase do SNC, incluindo: regulação da concentração extracelular 
de glutamato, síntese de fatores neurotróficos, participação na resposta 
imune e defesa antioxidante (SIEGEL et al., 2006). 
 A contaminação ambiental por metais é um fator de risco para a 
saúde pública, como demonstram vários estudos, e o SNC é um 
importante alvo (WEISS, 2010). A exposição a metais durante o 
desenvolvimento pode alterar a neurogênese, aprendizado e memória e 
predispor a distúrbios neurodegenerativos (LERET et al., 2003). O 
neurodesenvolvimento começa no útero e continua durante todo o 
período pós-natal. Este período de rápido desenvolvimento é altamente 
suscetível à toxicidade de metais (MOLINA et al., 2011). Estudos 
mostrando a toxicidade do chumbo (Pb2+) para o SNC em 
desenvolvimento foram os primeiros a despertar para a possibilidade de 
que agentes químicos industriais podem levar a mudanças 
neurocomportamentais. Esta constatação levou ao maior controle do uso 
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de Pb2+ e proibição de seu uso em aditivos da gasolina (GRADJEAN; 
LANDRIGAN, 2006). Atualmente têm sido apontados diversos 
compostos com propriedades neurotóxicas para o desenvolvimento do 
SNC incluindo solventes, pesticidas e metais entre os quais o manganês. 
Déficits neurocognitivos causados pela exposição ao Mn2+ durante o 
período de desenvolvimento têm sido relatados em humanos e animais 
(MOLINA et al., 2011). 
 
1.1 Manganês 
Manganês (Mn2+) é um metal essencial envolvido no funcionamento de 
diversas enzimas, sendo necessário para vários processos fisiológicos, 
como modulação do sistema imune e metabolismos de proteínas e 
carboidratos (TAKEDA, 2003; BENEDETTO et al., 2009). Porém, 
exposição a elevadas doses do metal por períodos prolongados pode 
causar uma síndrome neurológica denominada manganismo, que se 
assemelha ao Parkinson. Parkinsonismo é um termo que define 
pacientes que apresentam tremores, bradicinesia, rigidez e distúrbios da 
marcha, sintomas de disfunção dos gânglios da base. Existem diversas 
causas para síndromes parkinsonianas: doenças neurodegenerativas, 
drogas, lesões estruturais, doenças cerebrovasculares, infecções e 
agentes tóxicos (CERSOSIMO; KOLLER, 2006). Os primeiros relatos 
da ação neurotóxica do Mn2+ datam de 1837, quando John Couper 
descreveu uma desordem neurológica em cinco trabalhadores de uma 
mina de manganês, exibindo sintomas semelhantes ao da doença 
descrita apenas vinte anos antes, por James Parkinson (COUPER, 1837; 
ASCHNER et al., 2009). A principal forma de intoxicação por Mn2+ é a 
exposição ocupacional. Esta ocorre em atividades de mineração, 
soldagem, fundição, na indústria de baterias e pelo uso de inseticidas 
que contenham Mn2+ (CERSOSIMO; KOLLER, 2006; SANTAMARIA, 
2008; ASCHNER et al., 2009). O período de exposição ocupacional que 
pode levar ao desenvolvimento do manganismo é de 6 meses a 2 anos 
(BENEDETTO et al., 2009). A exposição ocupacional a metais figura 
entre as 10 mais prevalentes doenças ocupacionais na China. Nos 
Estados Unidos 750.000 mineradores foram ou estão sendo expostos a 
metais (ASCHNER et al., 2009). Também são fontes de contaminação 
para a população em geral a água contendo altos níveis do metal e a 
fumaça emitida pelos automóveis. Esta última tem sido uma 
preocupação crescente devido à utilização na gasolina do aditivo 
metilciclopentadienil manganês tricarbonil (MMT). Pacientes com 
disfunção hepática e aqueles recebendo nutrição parenteral, 
principalmente os recém-nascidos, também são suscetíveis à 
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acumulação do metal (SANTAMARIA, 2008; ASCHNER et al., 2009). 
A maior parte do Mn2+ necessário é obtida pela dieta, estando o metal 
presente em grãos, chás e vegetais com folhas verdes. Porém a 
toxicidade pela forma oral de exposição é rara devido ao balanço 
regulado pelos enterócitos (entrada) e células dos ductos biliares 
(excreção) (DOBSON; ERIKSON; ASCHNER, 2004).  Já a exposição 
por via olfatória pode levar ao acúmulo do Mn2+ via bulbo olfatório em 
regiões específicas do SNC, como estriado, além de causar inflamação 
do epitélio nasal (BENEDETTO et al., 2009).  
 Aumento nos biomarcadores de Mn2+ em seres humanos, como a 
concentração de Mn2+ no cabelo, tem sido associado com deficiência de 
aprendizagem, hiperatividade e déficit de atenção (MOLINA et al., 
2011). Os cérebros neonatais ou em desenvolvimento são mais 
suscetíveis à toxicidade do Mn2+. A absorção do metal no intestino é 
geralmente elevada na primeira semana de vida, seguido por uma 
diminuição constante com a idade. Esses fatores contribuem para o risco 
consideravelmente maior de neurotoxicidade para recém-nascidos 
quando expostos ao excesso de Mn2+, porém os efeitos moleculares e 
comportamentais do Mn2+ durante o desenvolvimento precoce não estão 
totalmente caracterizados (MOLINA et al., 2011).  
     
1.2 Transporte do Mn2+ ao SNC 
A manutenção da homeostase do Mn2+ é indispensável para 
qualquer organismo. Por se tratar de um metal essencial para o 
funcionamento de enzimas que atuam no SNC, dentre elas, superóxido 
dismutase mitocondrial (Mn-SOD, uma conhecida metaloproteína) e 
glutamina sintetase (presente em células gliais), o Mn2+ possui 
mecanismos de transporte específico (TAKEDA, 2003; DOBSON; 
ERIKSON; ASCHNER, 2004). O Mn2+ pode ter acesso ao cérebro a 
partir da corrente sanguínea por meio da barreira hematoencefálica ou 
do líquido encefaloraquidiano. Vários mecanismos envolvidos no 
transporte deste metal através da barreira hematoencefálica foram 
identificados, entre eles: difusão facilitada, transporte ativo, 
transportador de metal divalente 1 (DMT-1), ZIP-8 [transportador de 
zinco (Zn2+), membro da família dos transportadores de íons divalentes] 
e transporte dependente de transferrina (Tf) (Figura 1A) (ROTH et al., 
2002; ASCHNER et al., 2007). 
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Figura 1: Mecanismos de transporte do manganês através da barreira 
hematoencefálica em condições fisiológicas. (A) Os transportadores associados 
com o transporte do metal (dependendo do seu estado de oxidação) estão 
indicados na figura. A espessura das setas representa a importância relativa de 
cada tipo de transporte neste processo. Modificado de Aschner et al. (2007).  
(B) Transporte do manganês ao interior de células PC12. Este ocorre de forma 
semelhante ao ferro e pode ser dependente ou não de transferrina (Tf). O 
transportador de metais divalentes (DMT-1) também é importante para este 
processo. Modificado de Roth et al. (2002). 
Tf-dependente 
Tf-independente 
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O transporte do Mn2+ para o interior de neurônios ou células 
gliais ocorre de maneira semelhante ao transporte do ferro. Mn2+ pode 
ser conjugado à Tf, quando na forma Mn3+ e então ser transportado para 
o interior de neurônios ou células gliais por mecanismo dependente de 
transportador de transferrina (TfR) (Figura 1B). Neste caso, o Mn 
conjugado à Tf, se liga a TfR presentes na superfície celular. Após 
sofrer endocitose, ainda na vesícula endossomal, o Mn3+ é liberado do 
complexo Tf-TfR, reduzido a sua forma divalente e posteriormente 
transportado através da membrana endossomal para o citoplasma celular 
por meio de transportadores do tipo DMT-1 (transportador de metal 
divalente-1). Além deste mecanismo, o transporte de Mn2+ também pode 
ocorrer de uma forma independente de Tf através de DMT-1 (Figura 
1B). Em células despolarizadas, foi também demonstrado um 
mecanismo de transporte de Mn2+ mediado por canais de cálcio (Ca2+), 
competindo assim com o Ca2+ (ROTH et al., 2002). 
A concentração fisiológica de Mn2+ no tecido cerebral do adulto 
normal varia de 2 a 8 μM (PAL; SAMII; CALNE, 1999). Durante o 
desenvolvimento é consideravelmente mais alta tanto em humanos 
quanto em ratos, podendo atingir 200 μM em áreas específicas do 
cérebro do rato, como o corpo estriado (CHAN et al., 1992; DOBSON; 
ERIKSON; ASCHNER, 2004). Essa maior concentração de Mn2+ no 
SNC em desenvolvimento se deve ao fato de a barreira 
hematoencefálica não estar completamente formada, facilitando o acesso 
do metal ao cérebro (ROTH et al, 2002). 
 
1.3 Mecanismos moleculares de ação do Mn2+ 
Os mecanismos moleculares de ação do Mn2+ e as bases de sua 
seletividade neurotóxica não foram completamente elucidados. Porém 
vários estudos têm caracterizado o transporte do metal ao SNC e seus 
efeitos sobre a função neuronal bem como sua capacidade de produzir 
resposta inflamatória via ativação de células gliais em regiões afetadas 
do cérebro (ASCHNER et al., 2009). O Mn2+ em excesso acumula-se em 
estruturas dos gânglios da base, especialmente corpo estriado (caudado, 
putâmem e núcleo acúmbens), globo pálido e substância negra (Figura 
2) causando distonia, bradicinesia e rigidez devido a danos aos 
neurônios dopaminérgicos e gliose (TAKEDA, 2003; GUNTER et al., 
2006; ERIKSON et al., 2007; ASCHNER et al., 2009). Não existe 
tratamento eficiente que bloqueie ou reverta a neurotoxicidade causada 
pelo Mn2+ (CERSOSIMO; KOLLER, 2006). O tratamento mais 
utilizado é a terapia quelante, mas este não é totalmente eficaz visto que 
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os sintomas podem piorar mesmo anos após cessar a exposição ao metal. 
Assim a elucidação dos mecanismos celulares e moleculares 
desencadeados pelo manganismo é a melhor forma de desenvolver 
estratégias terapêuticas (ASCHNER et al., 2009).   
 
 
 
Figura 2: Estruturas alvo para acumulação do manganês no cérebro. (A) 
Esquema demonstrando os núcleos da base. STN: núcleo subtalâmico, SN: 
substância negra. (B) Imagens de ressonância magnética no nível do globo 
pálido (quadros brancos) de primata não humano controle. (C) Primata não 
humano exposto a Mn2+. As áreas esbranquiçadas indicam acúmulo do metal 
(setas brancas). Adaptado de Guilarte (2010). 
 
Devido às semelhanças entre manganismo e doença de Parkinson 
e por se acumular em regiões ricas em neurônios dopaminérgicos, a 
alteração do metabolismo da dopamina (DA) tem sido considerada um 
aspecto importante entre as ações moleculares do Mn2+ (MARTIN et al., 
2008; GUILARTE et al., 2008b). Foi demonstrado in vitro que o metal 
diminui os níveis de DA no estriado, por causar sua oxidação 
(SISTRUNK; ROSS; FILIPOV, 2007) e o mesmo ocorre no sistema 
dopaminérgico de moluscos bivalves (MARTIN et al., 2008). Em 
modelos de macacos expostos ao metal demonstrou-se disfunção de 
terminais dopaminérgicos e diminuição da liberação de dopamina 
levando a alterações motoras (GUILARTE et al., 2008b). Além disso, 
Posser e colaboradores (2009) demonstraram que Mn2+ pode estimular, 
de forma prolongada, a fosforilação de Ser-40 de tirosina hidroxilase 
(TH), a enzima limitante na síntese de DA, em células PC12, levando a 
ativação prolongada da enzima (POSSER et al., 2009).  
Astrócitos podem representar um sítio inicial dos danos causados 
pelo Mn2+. Estas células são capazes de acumular Mn2+  em 
concentrações 10-50 vezes maiores do que o meio extracelular, diferente 
de neurônios, que não possuem essa capacidade. Essa concentração de 
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Mn2+ no citosol de astrócitos é importante para o funcionamento da 
glutamina sintetase, porém pode facilitar o acúmulo do metal nas 
mitocôndrias e causar danos às células (ASCHNER; GANNON; 
KIMELBERG, 1992; GUNTER et al., 2006). A produção de espécies 
reativas de oxigênio (ROS) foi detectada em astrócitos expostos ao 
Mn2+, levando à ativação de caspase 3 e apoptose (YIN et al., 2008; 
GONZALEZ et al., 2008). Como os astrócitos são essenciais para 
manter a atividade neuronal, a interrupção de suas funções pode 
contribuir para a lesão neuronal presente no manganismo (GONZALEZ 
et al., 2008). Células microgliais também são afetadas pelo metal, com 
aumento da liberação de citocinas pró-inflamatórias (FILIPOV et al., 
2005), podendo ativar os astrócitos a liberar mediadores inflamatórios, 
como prostaglandina E2 e óxido nítrico (CHEN et al., 2006). 
Vários estudos apontam a mitocôndria como alvo do Mn2+. 
Injeções intraestriatais do metal em ratos resultaram em 
comprometimento do metabolismo energético, com queda na produção 
de ATP e aumento de lactato levando à perda de neurônios 
dopaminérgicos, semelhante à toxicidade causada por outros agentes 
tóxicos para a mitocôndria, como 1-metil-4-fenil-piridina (MPP+) 
(BROUILLET et al., 1993). Inibição de complexos da cadeia 
respiratória mitocondrial e produção de ROS foram observadas em 
mitocôndrias isoladas do cérebro de ratos tratadas com Mn2+ (ZHANG; 
FU; ZHOU, 2004).  
Assim, observa-se que o metal exerce sua neurotoxicidade de 
maneira complexa, ativando diversos mecanismos moleculares em 
células do SNC. Além disso, fatores como a idade em que a exposição 
ocorre (em modelos in vivo), a concentração do metal utilizada e o 
tempo de exposição influenciam o progresso da doença (ASCHNER et 
al., 2009). 
 
1.4 Proteínas cinase ativadas por mitógenos (MAPKs) 
Uma importante via de sinalização intracelular, cuja participação 
na neurotoxicidade do Mn2+ já foi relatada em diversos estudos 
(HIRATA; MEGURO; KIUCHI, 2006; ITO et al., 2006; YIN et al., 
2008; POSSER et al., 2009) é a das proteínas cinases ativadas por 
mitógenos (mitogen-activated protein kinases; MAPKs). MAPKs são 
serina-treonina cinases mediadoras de várias respostas celulares, como 
proliferação celular, diferenciação, sobrevivência, morte e 
transformação (KIM; CHOI, 2010). As três principais MAPKs 
identificadas são as cinases reguladas por sinal extracelular (ERK1/2), 
cinase c-Jun N- terminal (JNK) e as p38MAPK (CHANG; KARIN, 2001; 
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CHEN et al., 2001; THOMAS; HUGANIR, 2004; WAETZIG; 
HERDEGEN, 2004). Também foram identificadas ERK 4/3 e BMK1 
(big mitogen activated protein kinase) ou ERK5. Todas as vias operam 
em forma de cascata (Figura 3), com uma MAP cinase cinase cinase 
(MAP3K) ativando por fosforilação uma MAP cinase cinase (MAP2K) 
que por sua vez fosforila e ativa a MAP cinase (MAPK). A desativação 
das MAPKs é dependente de fosfatases específicas, como a MKP-1 
(fosfatase da MAP cinase) (McCUBREY; LaHAIR; FRANKLIN, 2006; 
SIEGEL et al., 2006). 
 
 
Figura 3: Vias de sinalização das proteínas cinases ativadas por mitógenos 
(MAPKs). MAPKs medeiam a sinalização intracelular iniciada por fatores 
extracelulares ou intracelulares.  Todas as vias operam em forma de cascata. 
MAP3Ks, que podem ser ativadas tanto por MAP4Ks ou GTPases, fosforilam 
MAP2Ks que por sua vez fosforilam e ativam MAPKs. Uma vez ativadas, 
MAPKs fosforilam vários substratos, incluindo fatores de transcrição, 
regulando, portanto uma variedade de atividades celulares, como proliferação, 
diferenciação, migração, respostas inflamatórias e morte celular. Em mamíferos, 
a família de MAPKs possui ERK, p38MAPK e JNK. Adaptado de Kim; Choi 
(2010).  
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As proteínas ERK estão envolvidas em respostas celulares a 
fatores de crescimento e outros mitógenos e exercem ações regulatórias 
sobre mecanismos de proliferação e diferenciação (THOMAS; 
HUGANIR, 2004). ERK1/2 é translocada do citosol para o núcleo, onde 
fosforila fatores de transcrição como CREB (cAMP response element 
binding protein), regulando a transcrição gênica. Sua via de sinalização 
é iniciada por diversos estímulos extracelulares, capazes de ativar 
receptores tirosina cinase (RTK), que através de um proteína 
adaptadora, como Grb2 (growth factor receptor-binding protein 2) / 
SOS (son of sevenless) pode ativar Ras, uma proteína G. Ras recruta Raf 
(MAP3K), uma serina-treonina cinase, que ativa MEK (cinase da 
proteína cinase regulada por sinal extracelular), uma MAP2K, que 
fosforila ERK num resíduo de treonina e tirosina, ativando-a (Figura 3) 
(SIEGEL et al., 2006; KIM; CHOI, 2010). Yin e colaboradores (2008) 
demonstraram em culturas primárias de astrócitos que a exposição ao 
Mn2+ causa ativação de ERK 1/2 de maneira concentração dependente e 
está associada à morte celular. 
JNK e p38MAPK são também conhecidas como proteínas cinases 
ativadas por estresse (SAPKs). Essas proteínas são ativadas por 
citocinas e insultos citotóxicos, estando freqüentemente relacionadas a 
estresse e morte celular (MIELKE; HERDEGEN, 2000; COWAN; 
STOREY, 2003). Entre os diversos alvos destas cinases podem ser 
citados fatores de transcrição (por exemplo, c-Jun), enzimas, proteínas 
de choque térmico (por exemplo, Hsp27) e proteínas relacionadas à 
morte ou sobrevivência celular (MIELKE; HERDEGEN, 2000; 
HARPER; LOGRASSO, 2001; RAIVICH; BEHRENS, 2006; NAGAI 
et al., 2007). A via da JNK consiste de uma MAP3K tal como ASK1 
(cinase reguladora de sinais apoptóticos), MEKK1 ou cinase de 
linhagem mista (MLK) ativando uma MAP2K como SEK1 (também 
conhecida como MKK4) ou MKK7 (Figura 3) (KIM; CHOI, 2010).  
Na via de sinalização da p38MAPK, MAP2Ks distintas, como 
MKK3 e MKK6 ativam a p38MAPK e são ativadas pelas mesmas 
MAP3Ks da via da JNK (como ASK1) (Figura3). ASK1 é ativada em 
resposta a uma variedade de agentes estressores, incluindo espécies 
reativas de oxigênio, o lipopolissacarídeo (LPS), estresse do retículo 
endoplasmático, e influxo de Ca2+ (KIM; CHOI, 2010). As p38MAPK são 
ativadas por diversos estímulos, incluindo hormônios, ligantes de 
receptores acoplados a proteínas G e estresses. Estão envolvidas em 
processos inflamatórios e apoptóticos em diferentes tipos celulares, 
incluindo neurônios (SIEGEL et al., 2006; MOLZ et al., 2008). 
Entretanto, um possível papel neuroprotetor via p38MAPK também tem 
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sido sugerido em modelos de fatias hipocampais de ratos imaturos 
expostos ao cádmio (Cd2+) (RIGON et al., 2008). 
Visto que o estriado é um importante alvo para a neurotoxicidade 
do Mn2+, avaliamos neste estudo os efeitos in vitro do Mn2+ sobre a 
fosforilação de MAPKs e a viabilidade celular de fatias estriatais obtidas 
de ratos imaturos, 14º dia pós-natal, PN14 – um período crítico para o 
desenvolvimento do SNC e adultos (idade superior a PN60). Os efeitos 
do metal durante períodos críticos do desenvolvimento é um aspecto 
pouco estudado da neurotoxicidade do Mn2+, apesar das evidências que 
sugerem que o metal pode prejudicar a função neurológica 
posteriormente na vida (MORENO et al., 2009). Avaliamos também o 
efeito deste metal no modelo de fatias hipocampais obtidas de ratos 
imaturos, já que poucos estudos relacionados ao Mn2+ foram realizados 
em estruturas além dos gânglios da base (GUILARTE et al., 2008a). 
Além disso, utilizamos um modelo de cultura de neuroblastoma humano 
SH-SY5Y, que são células dopaminérgicas bastante utilizadas em 
estudos relacionados ao Mn2+ e Parkinson (LI et al., 2010). 
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2. OBJETIVOS 
O presente trabalho teve por objetivo avaliar as ações do Mn2+ 
sobre diferentes modelos de exposição in vitro: fatias hipocampais e 
estriatais obtidas de ratos imaturos (14º dia pós-natal, PN14) e adultos 
(idade superior a PN60) e cultura de células de neuroblastoma humano 
SH-SY5Y. 
 
2.1 Objetivos específicos 
 
1- Determinar a viabilidade celular em fatias hipocampais e estriatais 
de ratos imaturos e adultos expostas ao Mn2+ (1-1000 μM) por 
períodos de incubação variando de 1 a 6 horas. 
 
2- Determinar a capacidade de modulação de MAPKs (ERK1/2, 
p38MAPK e JNK1/2) pelo Mn2+, em fatias hipocampais e estriatais 
de ratos imaturos e adultos expostas ao metal in vitro.  
 
3- Avaliar a viabilidade celular em células SH-SY5Y expostas ao 
Mn2+ (1-1000 μM) por um período de 12 ou 24 horas de incubação 
com o metal. 
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3. METODOLOGIA 
3.1 Animais  
Foram utilizados ratos de ambos os sexos da linhagem Wistar 
com idade de 14 dias pós-natal (PN14; imaturos) ou fêmeas com idade 
superior a 60 dias (adultos), fornecidos pelo Biotério Central (UFSC). 
Os ratos adultos foram mantidos no biotério setorial de Neuroquímica 
do Departamento de Bioquímica, em ciclo claro/escuro de 12 horas, 
temperatura entre 22 e 25º C, com água e ração ad libitum. Os animais 
foram manipulados e eutanasiados obedecendo ao código de ética de 
utilização de animais para pesquisa, conforme protocolo aprovado pela 
Comissão de Ética no Uso de Animais (Protocolo PP00345/CEUA-
UFSC). 
 
3.2 Preparo de fatias hipocampais e estriatais 
Os animais foram eutanasiados por decapitação, os cérebros 
foram imediatamente retirados a 4°C e os hipocampos e estriados 
dissecados e fatiados na espessura de 400μm, utilizando um fatiador de 
tecidos McIlwain. Nos experimentos com incubação de até 3 horas, as 
fatias foram obtidas em tampão Cutting Solution devidamente 
oxigenado (sacarose 110mM, NaCl 60mM, KCl 3mM, KH2PO4 
1,25mM, HEPES 25mM, CaCl2 0,5mM, MgSO4 7mM, glicose 5mM, 
pH 7,4). Após a separação das fatias seguiu-se uma pré-incubação de 30 
minutos à temperatura ambiente (TA) para recuperação metabólica das 
fatias no tampão HEPES-salina (NaCl 124mM, KCl 3mM, MgSO4 
1,2mM, HEPES 25mM, glicose 12mM e CaCl2 1mM, pH 7,4) (LEAL et 
al., 1997; CORDOVA et al., 2004). Alternativamente, nos experimentos 
com posterior incubação de 6 horas, as fatias foram obtidas e pré-
incubadas por 30 min em tampão Krebs-Ringer bicarbonato (KRB; 
composto por NaCl 122 mM, KCl 3 mM, CaCl2 1,3 mM, MgSO4 1,2 
mM, KH2PO4 0,4 mM, NaHCO3 25 mM, glicose 10 mM) gaseificado 
com carbogênio (95 % O2, 5 % CO2) para atingir o pH 7,4 (MOLZ et al, 
2008).  
 
3.2 Cultura de células de neuroblastoma humano SH-SY5Y 
  As células SH-SY5Y de neuroblastoma humano foram adquiridas 
do banco de células do Rio de Janeiro (Brasil). As células foram 
mantidas em cultura no meio DMEM-F12 (Gibco, 12500-062) acrescido 
de 2mM glutamina, 0,06% bicarbonato de sódio, 1U/ml penicilina e 
1µg/ml estreptomicina, suplementado com 10% de soro fetal bovino 
(SFB). As culturas foram mantidas a 37ºC em atmosfera úmida de 5% 
CO2 em frascos de 25cm2 ou 75cm2 de área de crescimento celular 
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(TPP, Suíça). O meio de cultura foi trocado a cada três dias e ao atingir 
confluência as células foram repicadas para novos frascos, utilizando 
tripsina por no máximo 5 minutos a TA para soltá-las da superfície. A 
reação da tripsina foi cessada pela adição de SFB. As células em 
suspensão foram passadas pra um tubo estéril e centrifugadas a 1300 
RPM por 3 minutos. O sedimento foi ressuspenso em meio de cultura 
fresco e as células transferidas para uma nova garrafa. Para a realização 
dos experimentos, as células foram contadas em câmara de Neubauer e 
plaqueadas na densidade de 104 células/poço em placas de 96 poços e 
mantidas até atingir confluência em estufa úmida de CO2. 
 
3.3 Tratamentos in vitro 
3.3.1 Tratamento de fatias 
As fatias foram incubadas 1-3h (37°C) tampão HEPES-Salina 
(NaCl 124mM, KCl 3mM, MgSO4 1,2mM, HEPES 25mM, glicose 
12mM e CaCl2 1mM, pH 7,4) ou tampão HEPES-Salina contendo 
MnCl2 (1-1000 μM) (Sigma, EUA). Para as incubações de 6h as fatias 
foram mantidas em um meio de incubação composto por 50% de KRB 
(NaCl 122 mM, KCl 3 mM, CaCl2 1,3 mM, MgSO4 1,2 mM, KH2PO4 
0,4 mM, NaHCO3 25 mM, glicose 10 mM), 50% de DMEM 
(Dulbbeco's modified Eagle's medium), 20 mM de HEPES e 100 µg/ml 
de gentamicina, a 37º C e em atmosfera contendo 5% de CO2. 
 
3.3.2 Tratamento de células SH-SY5Y 
Após a contagem em câmara de Neubauer, as células foram 
plaqueadas em placas de cultura de 96 (TPP, Suíça) na densidade de 104 
células/poço. Após três dias o meio de cultura foi substituído por 
DMEM-F12 sem SFB contendo 1-1000 µM MnCl2. Como controles as 
células foram mantidas em meio DMEM-F12 sem SFB. O período de 
tratamento com o metal foi de 12 e 24 horas. As células permaneceram a 
37º C e em atmosfera úmida contendo 5% de CO2. Foram utilizadas 
células nas passagens 12 a 15. 
 
3.4 Avaliação da viabilidade celular 
A viabilidade celular foi avaliada pelo método colorimétrico que 
mede a redução do MTT (brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil-tetrazolium) adicionado às fatias hipocampais e estriatais após o 
período de incubação (LIU et al., 1997). Este reagente é convertido, nas 
células vivas e viáveis, em cristais azuis insolúveis (formazana) por 
diversas desidrogenases (especialmente a enzima mitocondrial succinato 
desidrogenase). A formazana foi solubilizada pelo dimetil sulfóxido 
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(DMSO), formando um composto colorido cuja densidade ótica (DO) 
foi medida em leitor de microplacas (λ=540 nm). A quantificação da 
coloração obtida é proporcional à viabilidade celular. Utilizamos 
também o método do corante vermelho neutro, que é endocitado e se 
acumula nos lisossomos de células viáveis (BORENFREUND; 
PUERNER, 1985). Após os tratamentos, as fatias foram incubadas por 
30 minutos a 37°C com o corante (50µg/ml). Foram feitas duas lavagens 
com tampão salina fosfato (PBS, pH 7,4) por 5 minutos a TA sob 
agitação e posteriormente foi adicionado o tampão de extração 
composto por ácido acético – etanol – água (1:50:49), formando um 
composto colorido cuja DO foi medida em leitor de microplacas (λ=540 
nm). Também foi utilizado o método de liberação da LDH (lactato 
desidrogenase) para avaliar a integridade celular. Nesse protocolo, ao 
final do período de incubação das fatias, coletou-se o meio extracelular 
para quantificar a LDH com o auxílio de um kit de LDH (Doles®, 
Brasil) através de reações de oxi-redução. Os resultados obtidos foram 
expressos como porcentagem de células viáveis em relação ao controle 
(considerado 100%). 
 
3.5 Western blotting 
3.5.1 Preparo das amostras para eletroforese em gel de 
poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE) 
Após os tratamentos, as fatias foram solubilizadas em tampão de 
amostra contendo dodecil sulfato de sódio (SDS) 4%, Tris 50 mM, 
EDTA 100mM e β-mercaptoetanol 8%, (pH 6,8) por 5 minutos a 100°C. 
Após homogeneização uma alíquota foi retirada para a dosagem de 
proteínas. Em seguida adicionou-se numa proporção de 25:100 (v/v) a 
solução de diluição de amostra (glicerol 40%, Tris 25mM e azul de 
bromofenol, pH 6,8). As proteínas totais das amostras de fatias 
hipocampais e estriatais foram dosadas pelo método de Lowry 
modificado (PETERSON, 1977). 
 
3.5.2 Separação de proteínas por eletroforese (SDS-PAGE) 
As proteínas foram isoladas através de SDS-PAGE uni-
dimensional. O gel de empilhamento continha 4% acrilamida e o gel de 
separação 10% acrilamida. Para preparo dos géis foi utilizado um 
sistema de eletroforese em mini-gel utilizando espaçadores de 1 mm de 
espessura. A eletroforese foi realizada com corrente de 15 mA por placa 
e voltagem máxima de 140 V durante aproximadamente 2 horas, TA, 
utilizando-se os tampões superior (glicina 190 mM, Tris 25 mM e SDS 
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0,1%) e inferior (Tris 50 mM; pH 8,3). Após a corrida, os géis foram 
submetidos à eletrotransferência. 
 
3.5.3 Eletrotransferência 
Após a eletroforese o gel foi incubado com tampão de equilíbrio 
(Tris 25 mM, glicina 190 mM, metanol 5% e SDS 0,1%) por 30 
minutos. As proteínas foram transferidas para a membrana de 
nitrocelulose através de um sistema semi-dry utilizando tampão de 
transferência (Tris 25 mM, glicina 190 mM, metanol 5%) com uma 
corrente de 1,2 mA/cm2 de gel durante 1h30min. Por fim coraram-se as 
membranas com solução de Ponceau (Ponceau 0,5% em ácido acético 
1%) para verificar a eficiência da eletrotransferência. 
 
3.5.4 Imunodetecção 
As membranas de nitrocelulose foram cortadas nas posições 
correspondentes às massas moleculares adequadas para o uso de 
anticorpos específicos contra formas fosforiladas de ERK1/2 (44-42 
kDa), JNK1/2 (46-54 kDa) e p38MAPK(~38 kDa). Primeiramente as 
membranas foram lavadas com TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM; pH 
7,5) para retirar a marcação com Ponceau, e a seguir foram bloqueadas 
por 1 hora com de leite desnatado (Molico®) 5% em TBS, TA. Então as 
membranas foram lavadas 3 vezes de 5 minutos com TBS-T (Tween-20 
0,05%, Tris 10 mM, NaCl 150 mM; pH 7,5) e incubadas com os 
anticorpos de interesse (Tabela 1) overnight a 4ºC em agitação 
constante. Após 3 lavagens de 5 min com TBS-T incubaram-se as 
membranas por 1 hora a TA com o anticorpo secundário anti-IgG de 
coelho conjugado à peroxidase. Por fim as membranas foram lavadas 3 
vezes com TBS-T e 2 vezes com TBS, e reveladas por 
quimioluminescência com o reagente LumiGLO (Cell Signaling 
Technology, EUA) segundo especificações do fabricante. Para a 
detecção do conteúdo total das MAPKs foi realizado stripping das 
membranas utilizadas anteriormente. O stripping foi realizado com 
NaOH 0,2N por 5 minutos. Após esse procedimento as membranas 
foram lavadas em água e TBS-T para, a seguir, proceder ao bloqueio e 
demais passos para a detecção das formas totais utilizando os anticorpos 
específicos conforme a tabela 1 (CORDOVA, et al., 2004; LEAL et al., 
2007; RIGON et al., 2008). A densitometria das bandas foi determinada 
utilizando o programa Scion Image® versão Beta 3 e os resultados 
foram expressos como porcentagem em relação ao controle. Observa-se 
que a expressão de fosforilação é dada como uma razão DO da banda 
fosforilada/DO da banda total, das respectivas MAPKs. 
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Tabela 1: Fabricante, número do catálogo e diluição dos anticorpos utilizados 
para western blotting. 
 
ANTICORPO FABRICANTE (№ CAT.) DILUIÇÃO 
Phospho-p44/42 MAPK 
(Thr202/ Tyr204) 
Cell Signalling 
Technology (#4370) 
1:2000 
Anti-Mitogen Activated 
protein kinase (ERK1 & 
ERK2) 
Sigma (M 5670) 1:40000 
Anti-phospho-p38 
(pThr180/pTyr182) Sigma (P 1491) 1:1000 
Anti-p38 MAP kinase Sigma (M 0800) 1:10000 
Phospho-SAPK/JNK 
(Thr183/Tyr185) 
Cell Signalling 
Technology (#9251) 
1:1000 
Anti-c-Jun N-Terminal 
Kinase (JNK1, JNK2) Sigma (J 4500) 1:5000 
Goat anti-Rabbit IgG, 
Peroxidase Conjugated 
secondary antibody 
Millipore (AP 132 P) 1:5000 
 
 
 
3.6 Análise estatística 
Os resultados obtidos foram avaliados através do teste estatístico 
ANOVA de uma ou duas vias, seguido do teste post hoc de Duncan, 
quando apropriado. A análise estatística foi feita no programa 
STATISTICA 5.1 e os gráficos preparados no programa GraphPad 
Prism 4.0. Os resultados foram considerados significativos quando p < 
0,05. 
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4. RESULTADOS 
4.1 Viabilidade celular após tratamento com Mn2+ 
 
4.1.1 Avaliação da viabilidade celular pelo teste do vermelho neutro 
e LDH em fatias estriatais expostas ao Mn2+ 
Fatias estriatais obtidas de ratos imaturos (PN14) foram 
incubadas com MnCl2 (5-200 μM) por um período de 3 horas. Avaliou-
se então a viabilidade celular das fatias por dois métodos: coloração com 
o corante vermelho neutro, que avalia a capacidade endocítica das 
células e quantificação da lactato desidrogenase (LDH), que avalia a 
integridade celular medindo a liberação de LDH no meio extracelular. 
Não foi observada alteração significativa da viabilidade celular em 
nenhuma das concentrações de metal utilizadas (Figura 4 A e B).  
 
 
Figura 4: Efeito do MnCl2 sobre a viabilidade de fatias estriatais de ratos 
imaturos na ausência (controle) ou presença de MnCl2 (1-200 μM) por um 
período de 3 horas. (A) Viabilidade avaliada pelo teste do vermelho neutro. 
Após o tratamento foi avaliada a capacidade de endocitose pela leitura do 
corante vermelho neutro. N=6. (B) Viabilidade avaliada pelo teste do LDH. 
Após o tratamento, coletou-se o meio extracelular para realização do método e 
quantificação de LDH. N=6. Os dados representam a porcentagem de células 
vivas em relação ao controle (linha tracejada) e expressam a média ±EP. 
 
4.1.2 Avaliação da viabilidade celular pelo teste do MTT em fatias 
estriatais e hipocampais expostas ao Mn2+ 
Fatias hipocampais e estriatais de ratos PN14 foram incubadas 
com MnCl2 (5-1000 μM) por períodos de 1, 2 e 3 horas. Após a 
incubação realizou-se o teste do MTT, que avalia a viabilidade celular 
através da capacidade de redução do sal MTT, formando cristais de 
formazana. Não observamos queda significativa da viabilidade celular 
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(Figura 5 A e B). Dessa forma, para confirmar a capacidade do Mn2+ 
causar um possível dano as células, optamos por estender o tempo de 
incubação das fatias com o metal para 6 horas. O teste do MTT não 
demonstrou queda significativa da viabilidade das fatias (Figura 6 A e 
C).  
Adicionalmente avaliamos, no período de 6 horas, fatias 
hipocampais e estriatais obtidas de ratos adultos, para verificar possíveis 
diferenças na sensibilidade das fatias ao insulto com o Mn2+ em relação 
ao período do desenvolvimento. Os resultados (Figura 6D) mostraram 
uma redução significativa (p<0,01) de 18,6%, com um erro padrão de 
3,54 (18,6% ±3,54; p<0,01) na viabilidade das fatias estriatais de ratos 
adultos, tratadas com a concentração mais alta (1mM) de MnCl2. Essa 
queda não foi observada nas fatias estriatais obtidas de ratos PN14. A 
viabilidade das fatias hipocampais não foi alterada pelo metal (Figura 
6B).  
 
4.1.3 Avaliação da viabilidade celular pelo teste do MTT em 
culturas de neuroblastoma humano SH-SY5Y expostas ao Mn2+ 
As culturas celulares SH-SY5Y foram plaqueadas em placas de 
96 poços e ao atingir confluência foram expostas ao MnCl2 (1-1000 μM) 
na ausência de SFB por períodos de 12 e 24 horas. As culturas foram 
tratadas também com CdCl2 (50 μM) para controle positivo de morte 
celular. Após a incubação a viabilidade celular foi avaliada pelo método 
do MTT. Não foi observada queda significativa da viabilidade celular 
(Figura 7). 
37 
 
 
 
Hipocampo 
 
Estriado 
Figura 5: Efeito do MnCl2 sobre a viabilidade de fatias hipocampais e estriatais 
de ratos imaturos na ausência (controle, linha tracejada) ou presença de MnCl2 
(5-1000 μM) por períodos de 1, 2 e 3 horas. A viabilidade celular foi avaliada 
pelo método de redução do MTT. (A) Viabilidade de fatias hipocampais. N=5. 
(B) Viabilidade de fatias estriatais. N=5. Os dados representam a porcentagem 
de células vivas em relação ao controle e expressam a média ±EP. 
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Figura 6: Efeito do MnCl2 sobre a viabilidade de fatias hipocampais e estriatais 
de ratos imaturos (PN14) e adultos na ausência (controle, linha tracejada) ou 
presença de MnCl2 (5-1000 μM) por períodos de 6 horas. A viabilidade celular 
foi avaliada pelo método de redução do MTT. (A) Viabilidade de fatias 
hipocampais de ratos imaturos. (B) Viabilidade de fatias hipocampais de ratos 
adultos. (C) Viabilidade de fatias estriatais de ratos imaturos. (D) Viabilidade de 
fatias estriatais de ratos adultos. Os dados representam a porcentagem em 
relação ao controle e expressam a média ±EP de 4 experimentos. **p<0,01 
comparado com o controle. 
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Figura 7: Efeito do MnCl2 sobre a viabilidade de cultura de neuroblastoma 
humano SH-SY5Y tratadas com MnCl2 (5-1000 μM) por períodos de 12 ou 24 
horas. A viabilidade celular foi avaliada pelo método de redução do MTT. 
CdCl2 (50μM) foi usado como controle positivo para morte celular. As células 
foram utilizadas nas passagens 12 a 15. Os dados representam a porcentagem 
em relação ao controle (ausência de MnCl2, linha tracejada) e expressam a 
média ±EP de 3 experimentos. **p<0,01, ***p<0,001 comparado com o 
controle. 
 
4.2 Modulação das MAPKs em fatias hipocampais e estriatais 
expostas ao Mn2+ 
Estresse oxidativo tem sido implicado na neurotoxicidade do 
manganês (YIN et al., 2008; MILATOVIC et al., 2009). Este tipo de 
insulto pode levar a ativação de MAPKs, envolvidas em vários tipos de 
respostas celulares (YIN et al., 2008). Em nosso estudo, avaliamos a 
ativação por fosforilação de ERK1/2, p38MAPK e JNK2/1 em fatias de 
hipocampo e de corpo estriado tanto de ratos imaturos quanto de ratos 
adultos. As fatias foram expostas por 1, 2, 3 e 6 horas ao MnCl2 em 
concentrações variando de 1µM a 1mM e posteriormente analisadas 
através de western blotting. 
 
4.2.1 Modulação de MAPKs em fatias obtidas de ratos imaturos 
4.2.1.1 Modulação de MAPKs em fatias hipocampais  
Avaliamos o efeito do metal no modelo de fatias hipocampais 
obtidas de ratos PN14, um período crítico do desenvolvimento. A 
modulação das MAPKs ERK e p38MAPK foi avaliada após incubações de 
1,2 e 3 horas com MnCl2 (1-1000μM). ERK, p38MAPK e JNK foram 
avaliadas após incubações de 6 horas com MnCl2 (1-1000μM). Não foi 
observada alteração na fosforilação destas proteínas, nem em seu 
conteúdo total (Figura 8 A, B e C). 
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Figura 8: Efeito do MnCl2 sobre a fosforilação de MAPKs em fatias 
hipocampais obtidas de ratos imaturos (PN14) após 1, 2, 3 e 6 horas de 
incubação na ausência (controle) ou presença de MnCl2 (1-1000 μM), 
analisadas por western blotting. A revelação foi realizada por 
quimioluminescência. (A) Western blotting para a fosforilação de ERK1/2 e seu 
conteúdo total em incubações de 1,2 e 3 horas. (B) Western blotting para a 
fosforilação de p38MAPK e seu conteúdo total em incubações de 1, 2 e 3 horas. 
(C) Western blotting para a fosforilação de ERK, p38MAPK e JNK e seus 
conteúdos totais em incubação de 6 horas. 
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4.2.1.2 Modulação de MAPKs em fatias estriatais 
Avaliamos o efeito do Mn2+ no modelo de fatias estriatais obtidas 
de ratos imaturos. A fosforilação e o conteúdo total das MAPKs ERK, 
p38MAPK e JNK após incubações de 3 horas com MnCl2 (1-1000 μM) 
não sofreu alterações (Figuras 9A, 10A, e 11A). Ao estender o período 
de incubação para 6 horas observamos aumento significativo na 
fosforilação de ERK2 (16,97% ±5,8; p<0,05) (Figura 9B), JNK1 
(32,73% ±10,27; p<0,05) e JNK2 (20,87% ±7,49; p<0,05) (Figura 11B), 
mas não de p38MAPK (Figura 10B). Esse aumento foi observado apenas 
na concentração mais alta de MnCl2 (1mM).  
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Figura 9: Efeito do MnCl2 sobre a fosforilação de ERK1/2 em fatias estriatais 
de ratos imaturos (PN14) após 3 e 6 horas de incubação na ausência (controle) 
ou presença de MnCl2. A revelação foi realizada por quimioluminescência. A 
densitometria das bandas foi determinada usando o programa Scion Image®. As 
fatias foram expostas a 1-1000 μM de MnCl2 por 3 horas (A) ou 6 horas (B) e 
posteriormente analisadas por western blotting para a fosforilação de ERK1/2 e 
seu conteúdo total. Os dados representam a porcentagem em relação ao controle 
(linha tracejada) e expressam a média ±EP de 4 experimentos. *p<0,05 
comparado com o controle. 
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Figura 10: Efeito do MnCl2 sobre a fosforilação de p38MAPK em fatias estriatais 
de ratos imaturos (PN14) após 3 e 6 horas de incubação na ausência (controle) 
ou presença de MnCl2. A revelação foi realizada por quimioluminescência. A 
densitometria das bandas foi determinada usando o programa Scion Image®. As 
fatias foram expostas a 1-1000 μM de MnCl2 por 3 horas (A) ou 6 horas (B) e 
posteriormente analisadas por western blotting para a fosforilação de p38MAPK e 
seu conteúdo total. Os dados representam a porcentagem em relação ao controle 
(linha tracejada) e expressam a média ±EP de 4 experimentos.  
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Figura 11: Efeito do MnCl2 sobre a fosforilação de JNK1/2 em fatias estriatais 
de ratos imaturos (PN14) após 3 e 6 horas de incubação na ausência (controle) 
ou presença de MnCl2. A revelação foi realizada por quimioluminescência. A 
densitometria das bandas foi determinada usando o programa Scion Image®. As 
fatias foram expostas a 1-1000 μM de MnCl2 por 3 horas (A) ou 6 horas (B) e 
posteriormente analisadas por western blotting para a fosforilação de JNK1/2 e 
seu conteúdo total. Os dados representam a porcentagem em relação ao controle 
(linha tracejada) e expressam a média ±EP de 4 experimentos. *p<0,05 
comparado com o controle. 
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4.2.1 Modulação de MAPKs em fatias estriatais obtidas de ratos 
adultos 
Nas fatias obtidas do corpo estriado de ratos adultos tratadas com 
MnCl2 (10, 100 e 1000 μM) por um período de 6 horas foi observado 
por western blotting aumento significativo na fosforilação de p38MAPK 
(12,43% ±2,58; p<0,01) na concentração mais alta do metal (Figura 
12B) e não de ERK1/2 e JNK2/1 (Figura 12 A e C). A proteína cinase 
p38MAPK, uma SAPK, é frequentemente relacionada a estresse e morte 
celular (MIELKE; HERDEGEN, 2000; COWAN; STOREY, 2003).  
 
 
**
 
Figura 12: Efeito do MnCl2 sobre a fosforilação de MAPKs em fatias estriatais 
de ratos adultos após 6 horas de incubação na ausência (controle) ou presença 
de MnCl2 (10, 100 e 1000 μM), analisadas por western blotting. A revelação foi 
realizada por quimioluminescência. A densitometria das bandas foi determinada 
usando o programa Scion Image®. (A) Western blotting para a fosforilação e 
conteúdo total de (A) ERK1/2, (B) p38MAPK, (C) JNK1/2. Os dados representam 
a porcentagem em relação ao controle (linha tracejada) e expressam a média 
±EP de 4 experimentos. **p<0,01 comparado ao controle. 
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5. DISCUSSÃO 
Neste estudo, o modelo de fatias do estriado de ratos foi 
escolhido para avaliar a neurotoxicidade do Mn2+, pois é uma região do 
cérebro rica em neurônios dopaminérgicos e alvo para o acúmulo do 
metal (ASCHNER et al., 2009). O modelo de fatias cerebrais de ratos 
mantém a matriz extracelular, conexões neuronais e interações entre 
neurônios e glia, sendo, portanto, um modelo experimental apropriado 
para estudo da fosforilação de proteínas e sua modulação por agentes 
externos (GONG et al., 2001; HIRATA; NAGATSU, 2005). Nosso 
estudo também utilizou fatias hipocampais, pois poucos estudos 
relacionados ao Mn2+ foram realizados em estruturas além dos gânglios 
da base (GUILARTE et al., 2008a). Adicionalmente, tem sido 
reconhecido que a exposição a metais durante o desenvolvimento pode 
alterar a neurogênese, aprendizado e memória dependentes do 
hipocampo (LERET et al., 2003). No hipocampo, o Mn2+ não modificou 
nenhum dos parâmetros avaliados a saber, viabilidade (Figuras 5A, 6A e 
6B) e fosforilação de MAPKs (Figura 8). Nossos resultados estão de 
acordo com resultados obtidos em outros estudos, demonstrando que o 
Mn2+ não possui ação sobre o hipocampo (ESCHENKO, et al., 2010; 
JACKSON, et al., 2011). Como o estriado expressa maiores níveis de 
DMT-1, responsável em parte pelo transporte do Mn2+, em relação ao 
córtex e hipocampo, isso pode explicar o maior acúmulo de Mn2+ e por 
conseqüência os efeitos tóxicos mais proeminentes nessa região (AU; 
BENEDETTO; ASCHNER, 2008; ÁVILA et al., 2010). Outro fator 
para a maior susceptibilidade do estriado é seu conteúdo de dopamina 
(DA), que contribui para a geração de estresse oxidativo na presença de 
Mn2+ (PRABHAKARAN et al., 2008; ESCHENKO, et al., 2010). A 
seletividade do Mn2+ por estruturas dos gânglios da base é confirmada 
pelos danos motores observados em diversos modelos de exposição ao 
metal in vivo (ÁVILA et al., 2010). No entanto, o córtex pré-frontal, 
uma área que acumula menos Mn2+ do que os gânglios da base, também 
é afetado pelo metal, com presença de placas de β-amilóide, 
demonstrado em macacos expostos ao MnSO4 por 40 semanas 
(GUILARTE et al., 2008a). 
O Mn2+ apresenta neurotoxicidade seletiva contra neurônios 
dopaminérgicos através de mecanismos não totalmente esclarecidos, 
mas possivelmente devido à interação com a dopamina, causando a sua 
oxidação e aumentando o estresse oxidativo (PRABHAKARAN et al., 
2008). Em um estudo in vivo de injeções intra-cerebroventricular de 
MnCl2 (1 µmol/µl) por 7 dias, observou-se 70% de diminuição de 
neurônios dopaminérgicos da substância negra de ratos adultos adultos 
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(ZHAO et al., 2009). Embora o modelo de fatias preserve as 
características fisiológicas do tecido vivo, a incubação por um período 
de 3 ou 6 horas com MnCl2 não induziu diminuição significativa na 
viabilidade celular em fatias estriatais de ratos PN14 (Figuras 4, 5B e 
6C). Entretanto, causou uma queda na viabilidade das fatias de ratos 
adultos na concentração mais alta do metal (18,6% ±3,54; p<0,01; 
Figura 6D). Portanto, nossos resultados parecem concordar com 
Sistrunk e colaboradores (2007), que utilizando um modelo in vitro de 
fatias estriatais (de ratos adultos) não observaram morte celular induzida 
por MnCl2 (1-1000 μM) após 4 horas de tratamento. Tem sido 
documentado que os astrócitos acumulam níveis mais elevados de Mn2+ 
do que os neurônios e são também o local inicial de dano induzido pelo 
Mn2+, diminuindo assim o acúmulo de Mn2+ nos neurônios e 
funcionando como um mecanismo de proteção contra a perda neuronal 
(GONZALEZ et al., 2008). Assim, nossos resultados sugerem que no 
modelo de fatias estriatais, a ação de Mn2+ não está associada com morte 
celular precoce. Deve ser considerado que o modelo de fatias permite 
apenas um período de exposição relativamente curto, com um limite 
máximo de 6 horas, pois após esse período a viabilidade celular começa 
a decair (MOLZ et al., 2008). Portanto, o modelo de fatias é ideal para 
estudo dos efeitos agudos do metal, como já demonstrado para outros 
metais como Cd2+ (RIGON et al., 2008), Pb2+ (CORDOVA et al., 2004) 
e Zn2+ (dados não publicados). Considerando todos os aspectos, pode ser 
inferido que o Mn2+ necessite de períodos de exposição mais longos para 
expressar sua neurotoxicidade de forma mais proeminente com indução 
de morte celular em fatias estriatais. Entretanto, podem ser observadas 
mudanças na sinalização intracelular, que ocorreram na concentração 
mais alta do metal (1 mM). 
A incubação de fatias estriatais de ratos PN14 com MnCl2 (1-
1000 µM) por 3 horas não alterou a fosforilação de MAPKs (Figuras 
9A, 10A, 11A). Ao estender o tempo de incubação para 6 horas, foi 
observado um aumento da fosforilação de ERK2 (16,97% ±5,8; p<0,05; 
Figura 9B), e de JNK1/2 (32,73% ±10,27; p<0,05; 20,87% ±7,49; p<0,05; 
Figura 11B) e nenhuma mudança na fosforilação de p38MAPK (Figura 
10B). Esses achados concordam parcialmente com os resultados 
observados em um estudo da exposição in vivo de ratos imaturos ao 
Mn2+, onde também ocorre aumento da atividade de ERK sem alteração 
de p38MAPK (dados não publicados). Neste modelo, os ratos imaturos 
receberam doses intraperitoneais de MnCl2 do 8 º ao 12 º dia pós-natal 
(PN8-12), e as vias de sinalização foram avaliadas no PN14. Além 
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disso, outro estudo desenvolvido em nosso grupo (POSSER et al., 2009) 
utilizando um modelo de células dopaminérgicas (PC12) foi observado 
aumento da fosforilação de JNK1/2 e p38MAPK em altas concentrações 
de Mn2+ (> 500µM) após 24 horas de incubação, evento esse 
acompanhado de morte celular. Considerando todos os aspectos pode-se 
verificar que o modelo de fatias estriatais de ratos imaturos expostas in 
vitro pode reproduzir parcialmente alguma das modificações observadas 
in vivo ou produzidas in vitro em células expostas por períodos mais 
longos.  
A incubação de fatias estriatais de ratos adultos com MnCl2 (10, 
100, 1000 µM) por 6 horas alterou apenas a fosforilação de p38MAPK 
(12,43% ±2,58; p<0,01; Figura 12B). Molz e colaboradores (2008) 
demonstraram que p38MAPK pode participar de mecanismos de morte 
celular em resposta a insultos isquêmicos e excitotóxicos no hipocampo 
de ratos de 30 dias. Porém, em outros estudos utilizando animais PN14 
demonstramos um papel citoprotetor para p38MAPK no hipocampo em 
modelos de insulto com Cd2+ (RIGON et al., 2008) e Zn2+ (dados não 
publicados). Em células microgliais, exposição ao Mn2+ causou ativação 
de p38MAPK e isto está relacionado à potencialização do efeito pró-
inflamatório de lipopolissacarídeo (LPS) (CRITTENDEN; FILIPOV, 
2008). A fosforilação de p38MAPK em nosso modelo poderia estar 
associada à morte celular que foi observada nas fatias estriatais de ratos 
adultos (Figura 6D), porém será necessário realizar experimentos 
utilizando o inibidor de p38MAPK para confirmar essa possibilidade. 
Comparando as fatias estriatais de ratos imaturos e adultos, 
observamos queda de viabilidade nas fatias de ratos adultos (Figura 6D), 
demonstrando que o metal age de forma diferente nos dois modelos. 
Apesar da maior preocupação com a exposição ocupacional ao Mn2+, 
que atinge adultos, os jovens também podem sofrer com a exposição ao 
metal através da água contaminada, nutrição parenteral ou MMT 
(adicionado à gasolina). Durante o desenvolvimento, isso é mais 
preocupante, pois insultos tóxicos podem causar danos ao SNC que 
afetam a função cerebral na vida adulta (GRADJEAN; LANDRIGAN, 
2006). Poucos estudos relacionados ao Mn2+ investigam o papel da 
exposição precoce ao metal com disfunções cerebrais, comportamentais 
e aparecimento de doenças neurodegenerativas na vida adulta ou na 
velhice. Moreno e colaboradores (2009) fizeram um estudo comparativo 
entre camundongos expostos ao Mn2+ apenas enquanto jovens, apenas 
enquanto adultos ou em ambas as fases (pré-expostos enquanto jovens e 
novamente expostos na fase adulta). Os resultados demonstraram maior 
sensibilidade dos animais jovens (com maiores danos motores) do que 
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dos adultos e que a exposição durante o desenvolvimento torna os 
animais mais suscetíveis a insultos neurotóxicos numa fase mais tardia. 
A ativação de ERK2 e JNK1/2 observada nas fatias estriatais de ratos 
PN14 (Figuras 9B, 10B, 11B), um período crítico para o 
desenvolvimento do SNC, nos leva a acreditar que a exposição a altas 
doses de Mn2+ causa distúrbios da sinalização intracelular que podem 
afetar o desenvolvimento em casos de exposição in vivo ao metal. Já foi 
demonstrado, por exemplo, que ERK1/2 e p38MAPK sofrem uma variação 
fisiológica de sua atividade durante o desenvolvimento do sistema visual 
de ratos (OLIVEIRA et al., 2008). Dessa forma podemos postular que a 
alteração da atividade dessas enzimas por agentes tóxicos como o Mn2+, 
durante estágios específicos do desenvolvimento do SNC, possa levar a 
importantes modificações da sinaptogênese (COSTA et al., 2004;  
RIGON et al., 2008) com reflexos funcionais em fases mais tardias da 
vida. 
Avaliamos ainda a viabilidade de células de neuroblastoma 
humano SH-SY5Y após o tratamento com MnCl2. Nossos resultados não 
mostraram alteração significativa de viabilidade celular após exposição 
das células ao metal por 12-24 h (Figura 7), mesmo em altas 
concentrações (1 mM). Estas células têm sido utilizadas como um 
modelo para estudos dos aspectos moleculares relacionados à toxicidade 
do Mn2+ e Parkinson (LI et al., 2010) e foi demonstrado que 500 µM de 
MnCl2 por um período inferior a 24 horas pode produzir apoptose e 
aumento da expressão de α-sinucleína nesse modelo (LI et al 2010). 
Higashi e colaboradores (2004) também utilizaram o modelo de células 
SH-SY5Y e demonstraram queda da viabilidade de forma concentração-
dependente após 24 horas de exposição ao MnCl2 (100-800 µM). Esse 
modelo celular apresenta características de neurônios dopaminérgicos, 
como expressão de transportadores de dopamina (DAT), expressão de 
tirosina hidroxilase (TH) e síntese de DA. Porém, existem limitações 
para o uso de células SH-SY5Y indiferenciadas. Seus níveis de DA são 
menores por causa da baixa atividade de TH e sua expressão de DAT 
também é menor em comparação com células diferenciadas. Diversas 
evidências sugerem que a diferenciação de células SH-SY5Y com 
diferentes agentes diferenciadores, como o ácido retinóico, resulta em 
fenótipo neuronal maduro (XIE; HU; LI, 2010). Em um estudo a 
respeito do mecanismo molecular de ação de neurotoxinas (rotenona e 
Mn2+) sobre células dopaminérgicas, o modelo de células PC12 foi 
escolhido por conter maior nível de catecolaminas do que as células SH-
SY5Y (HIRATA; MEGURO; KIUCHI, 2006). Para confirmar em nosso 
laboratório se o uso de células SH-SY5Y indiferenciadas é ideal para 
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avaliar os efeitos do Mn2+ será preciso realizar experimentos com 
células diferenciadas para comparação. 
Neste estudo demonstramos que as fatias estriatais representam 
um modelo de exposição aguda ao Mn2+ com capacidade de reproduzir 
algumas modificações observadas in vivo e em modelos celulares. 
Adicionalmente, nós reforçamos a hipótese de que alterações sutis na 
atividade de enzimas envolvidas na modulação da sinalização 
intracelular durante fases críticas do desenvolvimento do SNC, pode ser 
um aspecto de grande relevância no que trata da exposição a agentes 
tóxicos ambientais, como é o caso do Mn2+. 
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6. CONCLUSÕES 
 
? Com relação à neurotoxicidade do Mn2+ nosso modelo in vitro 
demonstrou que o tratamento com MnCl2 (1-1000μM) por 
períodos de 1, 2, 3 e 6 horas não altera a viabilidade celular de 
fatias hipocampais e estriatais obtidas de ratos imaturos (PN14), 
nem de fatias hipocampais de ratos adultos (PN60) tratadas por 6 
horas. Em fatias estriatais obtidas de ratos adultos uma 
concentração alta de MnCl2 (1mM) causou queda da viabilidade 
celular após 6 horas de incubação. 
 
? Com relação à modulação das MAPKs no modelo de exposição 
in vitro ao Mn2+ demonstramos que a modulação de MAPKs não 
foi alterada em fatias hipocampais e estriatais obtidas de ratos 
imaturos tratadas com MnCl2 por 1, 2 e 3 horas. O tratamento 
mais longo, 6 horas, causou aumento na fosforilação de ERK1/2, 
e JNK2/1 em fatias estriatais de ratos imaturos e na fosforilação 
de p38MAPK em fatias estriatais de ratos adultos. 
 
? Em cultura de células de neuroblastoma humano SH-SY5Y a 
incubação com MnCl2 (12, 24 horas) não afetou a viabilidade 
celular. Não está claro se estas células indiferenciadas disponíveis 
em nosso laboratório são ideais como modelo de células 
dopaminérgicas para estudo dos efeitos do Mn2+. 
 
? Em conjunto nossos resultados indicam que o Mn2+ pode afetar a 
sinalização celular em período crítico do desenvolvimento do 
SNC. Além disso, indicam que os efeitos envolvendo morte 
celular e alterações mais proeminentes da sinalização celular 
parecem não ocorrer de forma aguda, mas serem dependentes de 
períodos mais longos do que 6 horas de exposição ao metal. 
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